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摘 要     
核糖体失活蛋白(ribosome-inactivating protein，RIP)，是一类具有抗病毒活性的蛋
白，通过直接作用于核糖体来抑制蛋白质的合成。RIP 根据结构的不同可分为 2 种类型：
I 型和 II 型。Bouganin 是从三角梅中分离出来的一种 I 型核糖体失活蛋白，是目前所发
现的毒性 低的一种 RIP。 
根据已报道的 Bouganin cDNA 序列，设计合成两条引物，在两条引物上分别添加
Not I 酶切位点，TAA 终止密码子和 Xho I 酶切位点，从厦门本地的光叶三角梅基因组
DNA 里克隆出了一种新的核糖体失活蛋白基因。将获得的 Bouganin 基因连接到
pMD18-T 载体后，进行了测序分析。结果表明长度为 750bp，与已报道的 Bouganin 基
因同源性为 83％，但推导出的氨基酸序列里，第 229 氨基酸处出现了一个终止子。 
pMD-18T-Bouganin 用 Not I 和 Xho I 酶切后，与经同样酶切的 pET28a 质粒连接，
构建了表达载体 pET-28a－Bouganin。含重组子 pET-28a-Bouganin 的大肠杆菌 BL21 经
IPTG 诱导表达，菌液及菌体超声破菌后沉淀和上清 12% SDS-PAGE 电泳，经诱导菌液
泳道及超声沉淀泳道均可见一分子量约为 29 kDa 的蛋白条带，与 Bouganin 的分子量吻
合，而未诱导菌液与超声上清无相应条带，这说明 Bouganin 以包含体形式正确表达。
对诱导条件进行了摸索，在 28℃下诱导 6 小时条件下 Bouganin 蛋白表达量 高。MTT
法进行毒性检测，检测了重组 Bouganin 蛋白对 HepG2 癌细胞的毒性作用，表明获得的

























Many plants contain proteins with antiviral activity. Some of these proteins belong to the 
family of ribosome-inactivating proteins(RIPs), which direcly inhibit the protein synthesis of 
ribosomes. RIPs can be divided in two grous on the basis of their structure, type-I RIPs and 
type-II RIPs. Bouganin is a type-I RIP that purified from Bougainvilled spectabilis Willd, it 
was found that Bouganin is the least toxic RIP known.  
The Bouganin sequence was cloned from the leaves of seeds of Bougainvillea glabra by 
PCR. Not I site was introduced at the upstream primer whereas a stop codon and Xho I site 
were added at the downstream. The nucleotide sequences of the target DNA amplification 
fragment were sequenced after T-A cloning. The Bouganin gene is 750 bp and encodes a 
protein of 250 amino-acid residues. In comparison with the reported Bouganin sequence 
from the B.spectabillis Willd, the nucleotide sequenceomology of the cloned Bouganin gene 
was 83%. And in the protein residues the 229th amino-acid is a stop codon. 
The fragments digested with restriction endonucleases Xho I and Not I were subsequently 
cloned into the vector pET-28a. E. coli BL21 (DE3) transformed with the expression plasmid 
was grown in LB at 37℃ to an optical density of 0.6. Expression was induced by adding 
IPTG to a final concentration of 0.5 mmol/L and incubation with shaking at 28℃for 6 h, this 
is the best induced condition for Bouganin gene expression. The product was identified by 
12% SDS-PAGE. The results showed that the recombinant product is about 29 kDa and it 
mainly existed in inclusion body. The recombinant protein in inclusion body was denatured 
with 8mo1/L urea and was renatured by dialysis. The renatured and purified proteins showed 
a single band on 12%SDS-PAGE. The cytotoxicity of Bouganin was evaluated by the MTT 
assay in HepG2 cells following fluid-phase endocytosis. The results of MTT assay showed 
the Bouganin possessed toxicity to HepG2 cells. 
In this article, we report that Bouganin gene has been successfully cloned from the leaf 
of Bougainvillea glabra (Sanderiana) from XiaMen and expressed in E. coli. The deeply 
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来自于细菌、真菌和高等植物。现有的 RIP 习惯上分为以 ricin A-链为代表的 RNA 
N-糖苷酶型和以 a-sarcin 为代表的 RNA 水解酶两种类型，分别通过专一脱去 28S 
rRNA A4324 位点的腺嘌呤和专一切割 G4325 位点 3’-侧的磷酸二酯键而中止核糖
体的蛋白质生物合成功能。 
植物 RIP 按其结构的不同可分为两种类型：I 型和 II 型。I 型 RIP 由一条多
肽链组成，在植物界中分布比较广泛，目前已在 30 多种植物中鉴定纯化出 I 型
RIP，如天花粉毒蛋白（trichosanthin，TCS），美洲商路毒蛋白(pokeweed antiviral 
protein，PAP)等。II 型 RIP 由 A 链和 B 链组成，两条链通过二硫键相连接，如
ricin、abrin。A 链和 I 型 RIP 一样具有 RNA N-糖苷酶活力，可以使核糖体失活。
B 链具有凝集素功能，可以与细胞表面以 D－半乳糖为末端的糖蛋白或糖脂结
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胞、单核巨噬细胞中的复制，而对正常细胞没有毒性。这一结果引起了人们的极










lufangulin (Wang et al.，2002)、从丝瓜(Lufa cylindrical)籽中分离的8 kDa的lufin 
S( 熊 长 云 等 ， 1998) 以 及 从 苦 瓜 中 分 离 的 9.7 kDa 的 charantin 和 γ 





1.3  核糖体失活蛋白的分布 
目前报道的 RIP 大多分离自高等植物，少数来源于真菌和细菌。 
1.3.1  细菌来源的 RIP 
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flammulin，velutin，pleuturegin，hypsin和 lyophyllin。此外，一种土生真菌
(Trichoderma viride)中也报道有RIP。 






种II型RIP (Iris agglutinin b和Iris agglutinin r)和一种I型RIP (Hao et al，2001)。 















糊粉层以及盾片的腺细胞层(Guo et al.，1999)。 ricin在蓖麻种子胚乳的蛋白体
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定的，在具体机制上，主要是对 rRNA 的 N-糖苷酶活性，少数为磷酸二酯酶活
性，另外还有个别表现为其他类型的酶活力。 
1.4.1 RNA N-糖苷酶活性 
    Endo 等首先发现 RIP 作用于哺乳动物细胞核糖体的 28S rRNA，使 4324 位
的腺嘌呤核苷酸脱嘌呤化，在苯胺作用下，磷酸二酯键断裂，核糖体 rRNA 释放
出一个短的 RNA 片断，能通过电泳检测。不同植物来源的 RIP 对核糖体的作用
位点高度专一，但有极少数 RIP 如 saporin 例外，它们在浓度较高时能在 rRNA
的多个位点脱嘌呤。Endo 等比较了大量真核和原核细胞的核糖体后发现，RIP
的作用位点位于 26S/28S rRNA 的一个茎环结构的区域，称之为“R/S 区”，该区
由 14 个核苷酸残基组成，其中 为保守的序列为 GAGA。以其他 rRNA 如 26S 
rRNA、25S rRNA、23S rRNA、16S rRNA 为底物时，RIP 作用位点的保守区是
一致的。此外，人工合成的包含“R/S 区”的寡聚核苷酸也可以作为 RIP 的有效
底物。 
                  
 
图 1.1 RIP 对核糖体的作用位点示意图 
Fig 1.1 Structures of RNAS substrate for N-glycosidase activity of RIPS 
     
有人提出，rRNA 上 RIP 作用的 A 残基相当于一个“分子开关”，当它被修
饰或切除后，引起 rRNA 的构象改变，进而引起核糖体蛋白的拓扑构象的大幅度
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1.4.2  磷酸二酯酶活性 
     a-sarcin 是从帚曲霉菌（Aspegillus giganteus）中分离的少数具有 RNA 水解
酶活性的 RIP 之一。它能够专一性切割 28S rRNA 的 G4325 和 A4326 之间的磷酸二
酯键，与具有 N-糖苷酶活力的 RIP 作用位点紧密相邻。a-sarcin 作用于大肠杆菌
核糖体 23S rRNA 时，其酶切位点在 G2661-G2662，作用于酵母 26S rRNA 时，其
酶切位点在 G3025-G3026。a-sarcin 几乎作用于所有来源的核糖体，但切割位点均位
于大亚基高分子量 rRNA 的 S/R 茎环的保守位点。这也从侧面说明，rRNA 的构
象在 RIP 的识别过程中十分重要。 
1.4.3  核糖体解聚酶活性 
    Reinbothe 等报道了从大麦叶片中发现了一种新酶学活性的 RIP，JIP－60 蛋
白。N-端序列分析发现它与 I 型和 II 型 RIP 具有 45％相似率，（特征序列共有率
为 17％），与 II 型 RIP 相同，除开 N-端结构域外，还具有 B 链凝集素的第二个
结构域特征。但是分析它对核糖体和体外翻译系统的抑制活性时发现，这种新型








    Barbieri 发现，一些 RIP 在浓度较高时，从核糖体上脱腺嘌呤碱基的数目不
只一个，如 saporin、trichikirin、和 PAP-R 等。saporin 的这种活性没有专一性，
作用程度与时间呈线性关系，至少可以从核糖体上脱去 30 个腺嘌呤，更令人吃
惊的底物不仅限于 rRNA，其他形式的 RNA(mRNA，tRNA，病毒 RNA)甚至 DNA
也都可作为 saporin 的底物。显然 saporin 对底物序列的要求不是 GAGA，可能对
序列并没有特定的要求。 
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种植物 RIP 进行了研究，得出了令人感兴趣的发现，他发现 52 种 RIP 普遍具有







































Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
